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Rir é correr o risco de parecer tolo 
Chorar é correr risco de parecer sentimental 
Estender a mão é correr o risco de se envolver 
Expor seus sentimentos é correr o risco de mostrar seu verdadeiro eu 
Defender seus sonhos e ideias diante da multidão é correr o risco de perder as 
pessoas 
Amar é correr o risco de não ser correspondido 
Viver é correr o risco de morrer 
Confiar é correr o risco de se decepcionar 
Tentar é correr o risco de fracassar 
Mas os riscos devem ser corridos, porque o maior perigo é não arriscar nada 
Há pessoas que não correm nenhum risco, não fazem nada, não têm nada e não 
são nada 
Elas podem até evitar sofrimentos e desilusões, mas elas não conseguem nada, 








O conhecimento das vias de transmissão e do ciclo de vida do Neospora 
caninum é importante para a implementação de medidas de controle da doença. 
Como o DNA de N. caninum foi detectado no sêmen fresco e congelado de touros, 
estudos avaliaram a transmissão venérea do N. caninum em bovinos, classificando-
a como via de transmissão horizontal. Por esse motivo, são necessárias medidas de 
precaução para o uso do sêmen de touros infectados com N. caninum. O presente 
trabalho é dividido em dois capítulos: o primeiro capítulo aborda uma revisão 
bibliográfica sobre Neosporose na espécie bovina e o segundo capítulo refere-se à 
condução dos experimentos 1 e 2 com o objetivo de desenvolver um diluente, para 
criopreservação de sêmen de touro, eficiente na profilaxia da transmissão venérea 
do N. caninum. O experimento 1 corresponde ao teste dos antimicrobianos - 
trimetoprim isolado (TRI) e associado à sulfadiazina (SDT) e à sulfametoxazol 
(SMT), claritromicina (CLA), eritromicina (ERI), azitromicina (AZI) e clindamicina 
(CLI) – o qual foi realizado utilizando cultivo celular inoculado com 104 taquizoítas de 
N. caninum que foi avaliado quanto à presença de taquizoítas livre e ao efeito 
citopático na monocamada por meio de microscópio invertido. Com os resultados 
obtidos a partir do teste dos princípios ativos e associações em cultivo celular, os 
antimicrobianos que se mostraram eficientes no controle dos taquizoítas in vitro 
foram utilizados no preparo do diluente para o sêmen. Cada meio diluidor foi 
avaliado quanto à toxicidade em relação às células espermáticas (experimento 2). O 
ejaculado bovino coletado foi dividido em 8 grupos, sendo que 7 grupos receberam 
um antibiótico no meio diluidor para criopreservação e 1 não recebeu (grupo 
controle). Foram realizadas análises de cinétina espermática em sistema 
automatizado (Computer Assisted Sperm Analysis – CASA), e reação acrossomal e 
potencial mitocondrial das amostras criopreservadas por citometria de fluxo. Os 
grupos não diferiram em relação ao grupo controle quanto aos parâmetros Amplitude 
de Deslocamento Lateral de Cauda (ALH), Retilinearidade (STR) e Linearidade 
(LIN). Os grupos SDT, SMT e AZI apresentaram menores valores (P<0,05) de 
Velocidade de Trajeto (VAP) em relação ao grupo controle. A Velocidade 
Progressiva (VSL) foi inferior nos grupos SMT e AZI (P<0,05) e a Frequencia de 
Batimentos de Cauda (BCF) também foi inferior nos grupos CLI e AZI (P<0,05). Os 
valores de Velocidade Curvilinear (VCL) dos grupos SDT, SMT e CLA apresentaram-
se menores que o grupo controle (P<0,05). Em relação à Motilidade Total (MT) e 
Motilidade Progressiva (MP), os grupos SMT, ERI e AZI apresentaram menores 
valores (P<0,05) quando comparados com o grupo controle. Da mesma forma, os 
grupos SMT e AZI apresentaram mais defeitos morfológicos. Quanto à citometria de 
fluxo, os grupos SDT, SMT e AZI apresentaram porcentagens significativamente 
maiores (P<0,05) de espermatozoides com reação acrossomal em relação ao grupo 
controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores significativamente 
menores (P<0,05) de Alto Potencial Mitocondrial (HPM) quando comparados ao 
controle. Os antibióticos efetivos contra o N. caninum e que não foram deletérios aos 
espermatozoides, e por isso podem ser adicionados aos meios diluidores para 
criopreservação de sêmen de touros, foram a clindamicina, a claritromicina e o 
trimetorpim isolado. 
 






 The knowledge of the transmission pathways and life cycle of Neospora 
caninum is important for an implementation of disease control measures. As N. 
caninum DNA was detected in the fresh and frozen semen of bulls, preview studies 
evaluated the venereal transmission of N. caninum in cattle, classifying it as a 
horizontal transmission route. For this reason, preventive measures are required for 
the use of N. caninum infected bulls semen. The present study is divided into two 
chapters: the first chapter is about a literature review on Neosporosis in the bovine 
species and the second chapter refers to the conduction of experiments 1 and 2 with 
the objective of developing a diluent for cryopreservation of bull semen that is 
efficient in the prophylaxis of venereal transmission of N. caninum. The experiment 1 
corresponds to the antimicrobial test - trimethoprim isolated (TRI) and associated 
with sulfadiazine (SDT) and sulfamethoxazole (SMT), clarithromycin (CLA), 
erythromycin (ERI), azithromycin (AZI) and clindamycin (CLI) - was carried out with 
cell culture inoculated with 104 tachyzoites of N. caninum which was evaluated for the 
presence of tachyzoites and the cytopathic effect in the monolayer using inverted 
microscope. With the results obtained from the test of the active principles and 
associations in cell culture, the antimicrobials that demonstrate effictive in controlling 
the tachyzoites in vitro, were used in the preparation of the diluent for semen. Each 
diluent medium were evaluated for toxicity to the sperm cells (experiment 2). The 
collected bovine ejaculate was divided into 8 groups, with 7 groups receiving an 
antibiotic in the diluent medium for cryopreservation and one not receiving (control 
group). Sperm kinetics in automated system (Computer Assisted Sperm Analysis - 
CASA), acrosomal reaction and mitochondrial potential performed in flow cytometry 
in cryopreserved samples. The groups did not differ in relation to the control group 
regarding the amplitude of lateral head displacement (ALH), straightness (STR) and 
linearity (LIN) parameters. The SDT, SMT and AZI groups presented lower values 
(P<0.05) of average path velocity (VAP) in relation to the control group. The straight-
line velocity (VSL) was lower in the SMT and AZI groups (P<0.05) and the beat/cross 
frequency (BCF) was also lower in the CLI and AZI groups (P<0.05). The curvilinear 
velocity (LCV) values of the SDT, SMT and CLA groups were lower than the control 
group (P<0.05). In relation to total motility (TM) and progressive motility (PM), the 
SMT, ERI and AZI groups had lower values (P<0.05) when compared to the control 
group. Similary, the SMT and AZI groups showed more morphological defects. As for 
flow cytometry, the SDT, SMT and AZI groups presented significantly higher (P<0.05) 
percentages of spermatozoa with reacted acrosome than the control group. And the 
SDT, SMT and CLA groups presented significantly lower values (P<0.05) of high 
potencial mitochondrial (HPM) when compared to the control group. The antibiotics 
effective against N. caninum and that were not deleterious to spermatozoa and 
therefore can be added to the diluent media for cryopreservation of bull semen were 
clindamycin, clarithromycin and trimethoprim. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 A principal causa de prejuízo decorrente da neosporose está relacionada à 
falha reprodutiva nos bovinos, relatada em muitos países (DUBEY; SCHARES, 
2011; CAMPERO et al., 2015). Além dos custos diretos envolvidos com a perda 
fetal, os custos indiretos incluem assistência profissional e gastos associados ao 
diagnóstico, à diminuição da produção de leite e custos de descarte e reposição de 
animais (DUBEY; SCHARES, 2006; ORTEGA-MORA et al, 2006).  
 O custo de cada perda fetal é variável dependendo da idade e da genética 
do animal. As perdas após o nascimento são difíceis de serem contabilizadas devido 
a ausência de sinais clínicos, além da falha reprodutiva observada em animais 
adultos. Vacas soropositivas pertencentes a rebanhos endêmicos apresentam quase 
o dobro de chances de abortar quando comparadas com vacas soronegativas 
(Bartels et al., 2006). Em um estudo retrospectivo envolvendo um rebanho de 2.000 
vacas de leite com histórico de abortamento associado a neosporose, as vacas 
soropositivas apresentam 1,6 vezes mais chances de serem descartadas mais 
precocemente que as vacas soronegativas (THURMOND; HIETALA, 1996). 
 Vacas soropositivas produzem aproximadamente 1kg a menos de leite por 
dia (THURMOND; HIETALA, 1997). De acordo com Hernandez et al. (2001), estima-
se que a neosporose causa diminuição de 3 a 4% na produção de leite, gerando 
perdas de US$ 128 por lactação por vaca. Romero et al. (2005) reportaram que 
vacas soronegativas produzem 84,7 litros de leite a mais em uma lactação quando 
comparadas com animais soropositivos. Em bovinos de corte, os efeitos sobre o 
descarte precoce, o peso de desmame, o ganho de peso médio diário durante o 
confinamento e o desempenho reprodutivo também foram estimados (WALDNEr et 
al., 1998; LARSON et al., 2004). 
 Vários estudos calcularam as perdas econômicas envolvendo bovinos de 
corte (LARSON et al., 2004) e de leite (BARTELS et al., 2006; CHI et al., 2002; 
HASLER et al., 2006a; 2006b; REICHEL; ELLIS, 2006). Reichel et al. (2013) relatam 
perdas anuais que ultrapassam 1 bilhão de dólares em decorrência das falhas 
reprodutivas em todo o mundo. Estima-se que, na Califórnia, a perda econômica 
seja em torno de US$ 35 milhões por ano devido ao abortamento associado ao 





anuais são superiores a US$ 100 milhões (REICHEL, 2000). Na Suíça, as perdas 
econômicas envolvendo gado leiteiro foram estimadas em 9,7 euros por ano 
(HASLER et al., 2006a; 2006b), sendo a neosporose considerada uma doença 
notificável desde 2001 (HASLER et al., 2006b). A perda anual também foi 
estabelecida no Canadá, e Chi et al. (2002) estimam ser em torno de US $ 2.304. Na 
Holanda, 76% dos rebanhos soropositivos sem episódios de aborto não 
apresentaram perdas econômicas, enquanto nos 24% restantes, as perdas 
econômicas aumentaram notavelmente (BARTELS et al., 2006).  
 Medidas de controle da neosporose em bovinos então sendo implantadas 
em diferentes países (CONRATHS; ORTEGA-MORA, 2005; DIJKSTRA et al., 2005; 
HADDAD et al., 2005; HALL et al., 2005; ORTEGA-MORA et al., 2006) em 
decorrência do impacto econômico gerado nos rebanhos pelas falhas reprodutivas. 
Devido aos diferentes fatores de risco envolvendo a transmissão da neosporose e a 
ocorrência do abortamento nas vacas de leite e de corte criadas em diferentes 
regiões e sob diferentes condições de manejo, as estratégias de controle devem 
levar em consideração as características referentes ao rebanho, sistema de manejo, 
prevalência da doença, via de transmissão predominante e consequências geradas 
no desempenho reprodutivo e produtivo dos animais (DUBEY et al., 2007). Em 
propriedades onde o aborto está associado à transmissão endógena do N. caninum, 
o controle deve concentrar-se na identificação de animais infectados, para posterior 
descarte (TREES; WILLIAMS, 2000). Como o DNA de N. caninum foi detectado no 
sêmen fresco e congelado de touros (ORTEGA-MORA et al., 2003; SILVA et al., 
2004; FERRE et al., 2005; SHARIFZADEH et al., 2012), estudos avaliaram a 
transmissão venérea deste protozoário em bovinos, classificando-a como via de 
transmissão horizontal (SERRANO et al., 2006; Serrano-Martinez et al., 2007). Além 
disso, não existem até o momento estudos sobre a profilaxia da transmissão 
venérea do N. caninum. Desta forma, é necessário desenvolver um trabalho com 
objetivo de estabelecer uma forma de precaução para o uso do sêmen de touros 
infectados com N. caninum. 
O presente estudo está dividido em dois capítulos: capítulo I com a revisão de 
literatura sobre “Neosporose na espécie bovina”, e o capítulo II com o título 
“Profilaxia da transmissão de Neospora caninum pelo sêmen de touros” composto 





associações contra Neospora caninum e Experimento 2: Avaliação da viabilidade 
espermática após diluição em diluente contendo os antimicrobianos eficientes no 








2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Desenvolver um diluente, para criopreservação de sêmen de touro, eficiente 
na profilaxia da transmissão venérea do Neospora caninum. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Testar a dose de diferentes princípios ativos e associações eficazes contra 
Neospora caninum em cultivo celular, visando a composição de diluentes 
para criopreservação do sêmen bovino; 
 Avaliar a viabilidade espermática após diluição e congelação do sêmen em 






3 NEOSPOROSE NA ESPÉCIE BOVINA 
(Neosporosis in cattle) 
 
RESUMO 
O Neospora caninum é o agente etiológico da neosporose e em 1989 foi identificado 
como causador de perdas fetais em bovinos. Atualmente, o N. caninum é 
responsável por grande impacto no setor agropecuário devido a problemas 
reprodutivos nos rebanhos, sendo a neosporose, uma das principais causas de 
abortamento em bovinos. Nessa revisão são apresentadas as formas de 
transmissão do N. caninum, incluindo a potencialidade da transmissão venérea 
assim como as medidas de prevenção que atualmente são propostas com o objetivo 
de reduzir a contaminação dos animais. Além disso, faz referências a estudos 
recentes envolvendo o impacto da neosporose na bovinocultura mundial. 
Palavras-chave: neosporose, transmissão venérea, profilaxia 
 
ABSTRACT  
Neospora caninum is the etiological agent of neosporosis and in 1989 it was 
identified as cause of fetal losses in cattle. Currently, the N. caninum is responsible 
for a great impact in the agricultural sector due to reproductive problems in the herds. 
A neosporosis is one of the main causes of abortion in cattle. In this review they are 
presented as ways of transmission of N. caninum, including a potential of venereal 
transmission as prevention and consumption measures are recommended with the 
aim to reduce the contamination of the animals. In addition, it makes references to 
recent studies involving the impact of neosporosis on global cattle breeding.  





 A neosporose, causada pelo protozoário Neospora caninum, foi associada 
ao aborto primeiramente em 1987 em vacas de leite no México e, posteriormente, 
muitos estudos confirmaram essa infecção como uma causa significativa de 
abortamento na espécie bovina (ANDERSON et al., 1991; THORNTON et al., 1991; 
NIETFELD et al., 1992; THORNTON et al., 1994; DUBEY; LINDSAY, 1996; 
CAMPERO et al., 1998; FONDEVILA et al., 1998; GOTTSTEIN et al., 1998; 
SCHARES et al., 1998). Reichel et al. (2013) relatam que as perdas anuais 
envolvendo a neosporose nos bovinos ultrapassam 1 bilhão de dólares em 
decorrência das falhas reprodutivas em todo o mundo. Esses custos globais foram 
estimados em US$ 852,4 milhões na América do Norte (EUA, Canadá e México), 





Oceania (Austrália, Nova Zelândia) e US$ 68,7 milhões na Europa (Holanda, 
Espanha, Reino Unido). 
   
3.2 DESENVOLVIMENTO 
 
3.2.1 Classificação do Neospora caninum 
 
O Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatório pertencente ao filo 
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e família Sarcocystidae 
(DUBEY et al., 1988). Esse protozoário foi caracterizado primeiramente como agente 
causador de doença em cães em 1984 (BJERKAS et al., 1984) e, posteriormente, 
em bezerros em 1987 (OTOOLE; JEFFREY, 1987; PARISH et al., 1987). Foi isolado 
em 1988 a partir de cães com sinais neurológicos, sendo então classificado como 
um novo gênero e espécie (DUBEY et al., 1988). Em 1989 foi identificado como 
responsável por perdas fetais em bovinos (THILSTED; DUBEY, 1989). Atualmente, o 
N.caninum é reconhecido mundialmente como causador de neosporose, principal 
causa de abortamento na espécie bovina (DUBEY et al., 2007). 
 
3.2.2 Ciclo biológico, hospedeiros e epidemiologia 
 
O ciclo biológico do Neospora caninum (Figura 1) é heteroxeno e compreende 
três estágios infectantes. Dois deles, os taquizoítas e os bradizoítas, são estágios 
intracelulares e ocorrem nos hospedeiros intermediários e definitivos. Já o terceiro é 
caracterizado pelos oocistos, que são eliminados nas fezes pelos hospedeiros 
definitivos (DUBEY et al., 1988; MCALLISTER et al., 1998; DUBEY, 2003). Apesar 
de a neosporose ser considerada uma doença de grande importância para as 
espécies bovina e canina, o N. caninum apresenta uma variedade de hospedeiros 
(DUBEY et al., 2007; DUBEY; SCHARES, 2011). Os hospedeiros definitivos são os 
cães domésticos e alguns canídeos selvagens, como coiotes, dingos e lobos-
cinzentos (MCALLISTER, 1998). Os bovinos e outros animais de sangue quente 







Figura 1 - Ciclo biológico do Neospora caninum e formas de transmissão nos bovinos. Os 
hospedeiros intermediários podem se infectar horizontalmente pela ingestão dos oocistos 
esporulados eliminados nas fezes pelos hospedeiros definitivos, ou verticalmente durante a gestação. 
A transmissão transplacentária pode ser exógena quando a fêmea prenha ingere oocistos do 
ambiente e endógena, quando ocorre recrudescência dos taquizoítas que alcançam o feto. 
 
Fonte: Adaptado de Benavides et al., 2014. 
 
 
Os bradizoítas presentes nos cistos teciduais, quando ingeridos pelos 
canídeos, sofrem diferenciação sexual na mucosa intestinal, transformando-se em 
oocistos não esporulados que são eliminados nas fezes (DUBEY et al., 2002). No 
ambiente, a esporulação dos oocistos ocorre entre 24 e 72 horas, dependendo das 
condições climáticas (LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2002). Esses oocistos 
esporulados contendo esporozoítos são ingeridos pelos hospedeiros intermediários 
e liberados no trato intestinal, penetrando nas células e transformando-se em 
taquizoítas (LINDSAY et al., 1999). Nos hospedeiros intermediários, os taquizoítas 
se multiplicam assexuadamente, e devido à resposta imunológica desses animais, 
podem se diferenciar em bradizoítas formando os cistos teciduais (PETERS et al., 
2001). Esses cistos são encontrados no sistema nervoso central e nos músculos 
(PETERS et al., 2001), e podem persistir por toda a vida, resultando em 
manifestações clínicas (DUBEY; LINDSAY, 1996). O ciclo de vida se completa 





Existem evidências de que a epidemiologia da neosporose varia em relação 
ao gado de leite e ao gado de corte. Essa diferença pode ser atribuída a forma como 
esses animais são criados. Já foi demonstrado que quando o rebanho é criado 
intensivamente está sujeito ao aumento da soroprevalência do N. caninum 
(SANDERSON et al., 2000; OTRANTO et al., 2003). Muitos estudos têm 
demonstrado a menor prevalência da infecção em bovinos de corte quando 
comparada aos bovinos leiteiros (QUINTANILLA-GOZALO et al., 2000; MOORE et 
al., 2002; BARTELS et al., 2006; DUBEY et al., 2007). Assim como, De Meerschman 
et al. (2000) relatam que vacas de corte infectadas apresentam menor risco de 
abortamento em relação às vacas de leite soropositivas. 
 
3.2.3 Transmissão do Nespora caninum 
 
 O Neospora caninum pode ser transmitido para os bovinos por meio da 
transmissão horizontal ou da transmissão vertical transplacentária durante a 
gestação (BENAVIDES et al., 2014). A transmissão horizontal ocorre pela ingestão 
de oocistos esporulados (DUBEY et al., 2007). Muitos estudos epidemiológicos 
encontraram uma associação entre a soroprevalência e a presença de cães no 
ambiente, sugerindo que esses animais podem contribuir com a disseminação da 
neosporose para os bovinos (PARE et al., 1998; BARTELS et al., 1999; WOUDA et 
al., 1999; ABREU et al., 2014). A transmissão vertical transplacentária pode ser 
classificada em exógena ou endógena. A transmissão exógena ocorre quando a 
fêmea prenha adquire a infecção após a ingestão de água ou alimentos 
contaminados com oocistos, e posteriormente, os parasitas infectam os tecidos do 
feto. Já a transmissão endógena é devido a recrudescência dos bradizoítas pela 
ruptura dos cistos teciduais nas fêmeas persistentemente infectadas durante a 
gestação, com consequente disseminação dos taquizoítas, resultando em infecção 
fetal (TREES; WILLIAMS, 2005; BENAVIDES et al 2014). 
 Em rebanhos endêmicos, a maioria dos bezerros nascidos de vacas 
soropositivas apresenta sorologia após o nascimento, sendo a taxa de 
soropositividade similar entre bezerros e animais adultos. Esses bezerros infectados 
pela via congênita tornam-se persistentemente infectados (WILLIAMS et al., 2000; 





2007). Desta forma, a transmissão da neosporose pelas gerações de bovinos parece 
ser a principal forma de manutenção da infecção no rebanho (PARE et al., 1994; 
BJORKMAN et al. 1997; ANDERSON et al., 1997; THURMOND et al., 1997; 
SCHARES et al., 1998; WOUDA et al., 1998). 
 As vias lactogênica e venérea são outras formas possíveis de transmissão da 
neosporose. O DNA do N. caninum foi detectado no colostro (Moskwa et al., 2007) e 
a sua transmissão foi demostrada experimentalmente (UGGLA et al., 1998; 
DAVISON et al., 2001). No entanto, a transmissão lactogência do N. caninum ainda 
não foi relatada em condições naturais (DIJKSTRA et al. 2001a, b).  
O DNA de N. caninum também foi detectado no sêmen fresco e congelado de 
touros utilizando a técnica de PCR (ORTEGA-MORA et al., 2003; SILVA et al., 2004; 
FERRE et al., 2005; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007a; SHARIFZADEH et al., 
2012; DOOSTI et al., 2015). Serrano et al. (2006) demonstraram que novilhas 
inseminadas com sêmen contaminado com 107 taquizoítas do N. caninum 
apresentaram soroconversão. E a taxa de prenhez do grupo inseminado com sêmen 
infectado foi inferior (11,1%) ao grupo controle (66,6%), indicando que a transmissão 
horizontal através do sêmen é possível. Ademais, Serrano-Martinez et al. (2007b) 
estudaram o potencial da transmissão venérea utilizando sêmen contaminado com 
quantidades diferentes de taquizoítas do N. caninum, 0; 102; 5x103; 5x104 e 5x105, 
para inseminação artificial de cinco grupos de fêmeas incluindo vacas e novilhas. Os 
resultados obtidos indicaram que a infecção intrauterina por sêmen contaminado 
causou respostas de anticorpos específicos contra o parasita em algumas fêmeas. 
Além disso, a taxa de prenhez foi menor nos grupos inseminados com sêmen 
contaminando com as maiores concentrações de neospora, indicando que o N. 
caninum é uma provável causa de morte fetal precoce em novilhas inoculadas. 
 
3.2.4 Neosporose no Brasil 
 
A neosporose é uma importante causa de problemas reprodutivos, 
acarretando perdas econômicas significativas no setor agropecuário e muitos 
estudos têm demonstrado que é uma doença prevalente no Brasil. De acordo com 
Favero et al. (2017), mais 30,9% das vacas de rebanhos localizados em Santa 





soroprevalência é a mais alta quando comparada a outros estados do sul do país, 
bem como a outras regiões do Brasil com características geográficas diferentes. No 
Paraná, a prevalência foi de 15,1% em vacas de leite e 7,7% em bovinos de corte 
(GUIMARÃES et al., 2004). A doenças também é considerada prevalente (91,2%) 
em vacas de leite em Minas Gerais (GUEDES et al., 2008). Para Dubey e Shares 
(2011), a prevalência da neosporose difere entre países, dentro de uma mesma 
região e também entre rebanhos de corte e de leite. Isso pode ser decorrente da 
forma como os animais são criados (MOORE, 2005). 
No Brasil, existem estudos relatando o isolamento do parasito a partir de 
amostras de feto bovino (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; 2004), de bezerro 
(GARCIA-MELO et al., 2009) e de bovino adulto (OLIVEIRA et al., 2017), nos 
estados do Paraná, Goiás e São Paulo, respectivamente. Carvalho-Patricio et al. 
(2013) detectaram DNA de N. caninum em cérebro de bovinos adultos com sinais 
neurológicos pertencentes a diferentes rebanhos do Paraná, demonstrando a ampla 
distribuição do parasito. Em um trabalho recente, foi feito isolamento e 
caracterização molecular de N. caninum a partir de rim e cérebro de um feto bovino 
de 4 meses de idade (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2018). 
 
3.2.5 Mecanismo do abortamento 
 
 Dubey et al. (2007) afirmam que vacas de qualquer idade podem abortar a 
partir dos 3 meses de gestação, sendo que a maioria ocorre entre os 5 e 7 meses. O 
risco é significativamente maior quando a contaminação da fêmea ocorre durante o 
segundo terço da gestação (LÓPEZ-GATIUS et al., 2004). A infecção durante o 
primeiro trimestre de gestação está geralmente associada à colonização da placenta 
pelo N. caninum e ao desenvolvimento de lesões inflamatórias e áreas de necrose, 
com subsequente morte, seguida de reabsorção embrionária, autólise ou 
mumificação fetal (DUBEY et al., 1992; WILLIAMS et al., 2000; MACALDOWIE et al., 
2004; ROJO-MONTEJO et al., 2009). No entanto, a infecção de vacas nesse estágio 
de prenhez nem sempre resulta em morte fetal e essas fêmeas podem gerar 
bezerros aparentemente normais, mas que apresentam sorologia positiva e 
evidências da infecção (WILLIAMS et al., 2000; GONDIM et al., 2004; 





 O fato da infecção durante o primeiro trimestre da gestação resultar em 
morte fetal ou ausência completa de sinais clínicos foi descrito como uma resposta 
“all or nothing” (BENAVIDES et al., 2014), visto que a produção de citocinas e a 
lesão direta do feto pela multiplicação dos taquizoítos podem determinar a 
sobrevivência ou a morte fetal (INNES, 2007; ROSBOTTOM et al., 2008, 2011; 
ALMERÍA et al., 2010). O risco de abortamento na segunda prenhez foi considerado 
menor por ThurmonD e Hietala, (1997). No entanto, de acordo com Dubey e Lindsay 
(1996) na maioria dos casos, as vacas que abortam um feto em decorrência da 
neosporose terão abortos adicionais ou fetos infectados em gestações 
subseqüentes.  
 A resposta imune do feto desempenha um papel importante no 
desenvolvimento da infecção. De acordo com Bartley et al. (2012), a resposta imune 
específica do feto contra N. caninum foi encontrada a partir do 100° dia de gestação. 
Em um estudo feito por Benavides et al. (2012), quando as vacas foram infectadas 
no dia 210 da gestação, não houve abortamento e também não foram observadas 
lesões nos bezerros, sugerindo um controle da infecção pelas respostas imunes 
maternas e fetais. 
 Após a parasitemia materna desencadeada por uma infecção exógena ou 
após recrudescência de uma infecção endógena durante a gestação (DUBEY et al., 
2007), o N. caninum se estabelece nas carúnculas antes de atravessar a vilosidade 
placentária fetal. Para que o aborto ocorra, o feto ou a placenta devem ser 
danificados (GIBNEY et al., 2008), induzindo a liberação de prostaglandinas 
maternas que, por sua vez, causam luteólise e aborto. O dano fetal pode ocorrer 
devido à multiplicação de N. caninum nos tecidos do feto (GIBNEY et al., 2008) ou 
ainda devido à insuficiência de oxigênio e à nutrição em decorrência das lesões 
placentárias (DUBEY et al., 2006; INNES, 2007; LOPEZ-GATIUS et al. , 2007, 
GIBNEY et al., 2008; ALMERÍA et al., 2010).  
 De acordo com Monney e Hemphill (2014), existem diferentes padrões de 
aborto associado ao Neospora caninum: epidêmico e endêmico. O padrão 
epidêmico é definido por surtos temporários de aborto (DAVISON et al., 1999), 
sendo decorrente da infecção primária de fêmeas não infectadas expostas ao 
mesmo tempo a uma fonte comum de contaminação (MCALLISTER et al., 2000). No 





e são decorrentes de fêmeas persistentemente infectadas que transmitem o parasita 
para sua progênie (HALL et al., 2005). 
Uma manifestação incomum da infecção fetal por N. caninum é o nascimento 
a termo de bezerros com anormalidades envolvendo o sistema nervoso. Esses 
sinais neurológicos são manifestados desde defeitos proprioceptivos até uma 
paralisia completa. (DUBEY; LINDSAY, 1996). Além do aborto e da infecção 
congênita, as perdas econômicas são também decorrentes do aumento no intervalo 
entre partos, da redução na produção de leite e das taxas elevadas de descarte de 
animais com baixa eficiência reprodutiva (THURMOND; HIETALA, 1997; TREES et 
al., 1999; BARTELS et al., 2006). 
   
3.2.6 Medidas de controle da doença 
 
 O conhecimento da epidemiologia e do ciclo de vida do Neospora caninum 
é essencial para o desenvolvimento e implementação de estratégias de controle da 
doença. Essas medidas foram propostas por Reichel e Ellis (2006); Dubey et al. 
(2007); Eiras et al. (2011) e Guido et al. (2016) e incluem: abate e substituição de 
animais soropositivos, técnicas de manejo, inseminação artificial de fêmeas 
soropositivas com sêmen de touros zebuínos e transferência de embrião. Estudos 
estão sendo direcionados para a produção de vacinas contra o parasita para uso em 
animais de produção (AGUADO-MARTÍNEZ et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al., 
2011; WEBER et al., 2013; HECKEr et al., 2013) e em cães (MCALLISTER et al., 
2016), uma vez que esses animais são responsáveis por contribuir com a 
disseminaçao da doença para os bovinos. No entanto, até o presente momento, as 
vacinas não são eficazes. 
Em rebanhos bovinos infectados por N. caninum, os programas de controle 
são baseados na prevenção da transmissão vertical pela eliminação de animais 
soropositivos e diminuição da transmissão horizontal de N. caninum, principalmente, 
pelo impedimento do acesso dos hospedeiros definitivos, que são fontes de 
contaminação pois eliminam oocistos nas fezes (DUBEY et al., 2007), às áreas de 
pastagens dos bovinos. As medidas de manejo como remoção de tecidos 





podem servir como fonte de infecção para os hospedeiros susceptíveis são 
recomendadas (ANDERSON et al., 2000). 
 Apesar de não impedir a transmissão transplacentária endógena de N. 
caninum ao feto, o uso de sêmen infectado de touros de raças de corte na 
inseminação de vacas de leite soropositivas levou a menores taxas de aborto 
quando comparado ao uso de sêmen de touros leiteiros infectados (LOPEZ-GATIUS 
et al., 2005; ALMERÍA et al., 2009). Almería et al. (2009) relatam que as taxas de 
aborto foram 32,2% e 15,2% para vacas soropositivas inseminadas com sêmen de 
touros de raça Holstein-Frisian e de raça de corte, respectivamente. A menor taxa de 
aborto pode decorrer do efeito favorável do cruzamento na função de proteção 
placentária, devido a maior concentração de glicoproteínas associadas à gestação 
(PAG).  
 A transferência de embriões provenientes de doadoras soropositivas para 
receptoras soronegativas tem sido sugerida como uma alternativa para prevenir a 
transmissão transplacentária endógena de N. caninum (BAILLARGEON et al., 2001; 
CAMPERO et al., 2003). De acordo com Bielanski et al. (2002), os embriões de pré-
implantação com a zona pelúcida intacta estão protegidos da invasão de N. caninum 
e podem ser transferidos, desde que sejam processados de acordo com as 
recomendações da Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS).  
Recomenda-se que as receptoras sejam testadas antes da transferência (PAZ et al., 
2007; OLIVEIRA et al., 2010), uma vez que a infecção congênita e o abortamento 
podem ocorrer em receptoras soropositivas (OLIVEIRA et al., 2010).  
Além disso, acredita-se que a transmissão venérea de N. caninum pode 
repercutir no comércio de sêmen de touros, uma vez que a inseminação artifical é 
uma biotecnologia reprodutiva e milhões de doses de sêmen são comercializadas 
em todo o mundo (PHILPOTT, 1993). Embora a detecção de N. caninum no sêmen 
não implique necessariamente na presença de estágios infecciosos do parasita, os 
resultados indicam a necessidade de medidas de controle e prevenção para o uso 
do sêmen de touros infectados. 
 Uma vez que as medidas de controle sejam implementadas, é essencial 
monitorar o status do rebanho e evitar a reintrodução da doença. Medidas de 
monitoramento podem incluir testar periodicamente um número representativo de 





presença de anticorpos específicos contra N. caninum em rebanhos leiteiros. Como 
as vacas e as novilhas de reposição representam risco de reintrodução da doença, 
esses animais devem ser adquiridos de propriedades livres de N. caninum (GUIDO 




 Apesar de atualmente muitos estudos serem direcionados a tentativas de 
controle e prevenção da neosporose nos rebanhos, a doença ainda é responsável 
por um grande impacto econômico na pecuária. Até o momento não existe uma 
medida que seja efetiva no controle do Neospora caninum, mas acredita-se que a 
associação entre diversas medidas possa melhorar de alguma forma a transmissão 
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4 PROFILAXIA DA TRANSMISSÃO DO NEOSPORA CANINUM PELO  
 SÊMEN DE TOUROS 
(Prophylaxis of bull’s semen Neospora caninum transmission) 
RESUMO 
O conhecimento das vias de transmissão e do ciclo de vida do Neospora caninum é 
importante para a implementação de medidas de controle da doença. Como o DNA 
de N. caninum foi detectado no sêmen fresco e congelado de touros, estudos 
avaliaram a transmissão venérea do N. caninum em bovinos, classificando-a como 
via de transmissão horizontal. Por esse motivo, são necessárias medidas de 
precaução para o uso do sêmen de touros infectados com N. caninum. O objetivo do 
presente trabalho foi desenvolver um diluente, para criopreservação de sêmen de 
touro, eficiente na profilaxia da transmissão venérea do N. caninum. O teste dos 
antimicrobianos (experimento 1) - trimetoprim isolado (TRI) e associado com 
sulfadiazina (SDT) e sulfametoxazol (SMT), claritromicina (CLA), eritromicina (ERI), 
azitromicina (AZI) e clindamicina (CLI) – foi realizado utilizando cultivo celular 
inoculado com 104 taquizoítas de N. caninum sendo avaliado quanto à presença de 
taquizoítas livres e ao efeito citopático na monocamada por meio de microscópio 
invertido. Com os resultados obtidos a partir do teste dos princípios ativos e 
associações em cultivo celular, os antimicrobianos que se mostraram eficientes no 
controle dos taquizoítas in vitro foram utilizados no preparo do diluente para o 
sêmen. Cada meio diluidor foi avaliado quanto à toxicidade em relação às células 
espermáticas (experimento 2). O ejaculado bovino coletado foi dividido em 8 grupos, 
sendo que 7 grupos receberam um antibiótico no meio diluidor para criopreservação 
e 1 não recebeu (grupo controle). Foram realizadas análises de cinética espermática 
em sistema automatizado (Computer Assisted Sperm Analysis – CASA), e reação 
acrossomal e potencial mitocondrial das amostras criopreservadas por citometria de 
fluxo. Os grupos não diferiram em relação ao grupo controle quanto aos parâmetros 
Amplitude de Deslocamento Lateral de Cauda (ALH), Retilinearidade (STR) e 
Linearidade (LIN). Os grupos SDT, SMT e AZI apresentaram menores valores 
(P<0,05) de Velocidade de Trajeto (VAP) em relação ao grupo controle. A 
Velocidade Progressiva (VSL) foi inferior nos grupos SMT e AZI (P<0,05) e a 
Frequencia de Batimentos de Cauda (BCF) também foi inferior nos grupos CLI e AZI 
(P<0,05). Os valores de Velocidade Curvilinear (VCL) dos grupos SDT, SMT e CLA 
apresentaram-se menores que o grupo controle (P<0,05). Em relação à Motilidade 
Total (MT) e Motilidade Progressiva (MP), os grupos SMT, ERI e AZI apresentaram 
menores valores (P<0,05) quando comparados com o grupo controle. Da mesma 
forma, os grupos SMT e AZI apresentaram mais defeitos morfológicos. Quanto à 
citometria de fluxo, os grupos SDT, SMT e AZI apresentaram porcentagens 
significativamente maiores (P<0,05) de espermatozoides com reação acrossomal em 
relação ao grupo controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores 
significativamente menores (P<0,05) de Alto Potencial Mitocondrial (HPM) quando 
comparados ao controle. No entanto, os grupos CLI e CLA apresentaram valores 
superiores de HPM. Os antibióticos efetivos contra o N. caninum e que não foram 
deletérios aos espermatozoides, e por isso podem ser adicionados aos meios 
diluidores para criopreservação de sêmen de touros, foram a clindamicina, a 
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ABSTRACT 
The knowledge of the transmission pathways and life cycle of Neospora caninum is 
important for an implementation of disease control measures. As N. caninum DNA 
was detected in the fresh and frozen semen of bulls, preview studies evaluated the 
venereal transmission of N. caninum in cattle, classifying it as a horizontal 
transmission route. For this reason, preventive measures are required for the use of 
N. caninum infected bulls semen from artificial insemination centers. The objective of 
this present study was developing a diluent for cryopreservation of bull semen that is 
efficient in the prophylaxis of venereal transmission of N. caninum. The antimicrobial 
test (experiment 1) - trimethoprim isolated (TRI) and associated with sulfadiazine 
(SDT) and sulfamethoxazole (SMT), clarithromycin (CLA), erythromycin (ERI), 
azithromycin (AZI) and clindamycin (CLI) - was carried out with cell culture inoculated 
with 104 tachyzoites of N. caninum which was evaluated for the presence of 
tachyzoites and the cytopathic effect in the monolayer using inverted microscope. 
With the results obtained from the test of the active principles and associations in cell 
culture, the antimicrobials that demonstrate effictive in controlling the tachyzoites in 
vitro, were used in the preparation of the diluent for semen. Each diluent medium 
was evaluated for sperm cell toxicity (experiment 2). The collected bovine ejaculate 
was divided into 8 groups, with 7 groups receiving an antibiotic in the diluent medium 
for cryopreservation and one not receiving (control group). Sperm kinetics in 
automated system (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA), and acrosomal 
reaction and mitochondrial potential performed in flow cytometry in cryopreserved 
samples. The groups did not differ in relation to the control group regarding the 
amplitude of lateral head displacement (ALH), straightness (STR) and linearity (LIN) 
parameters. The SDT, SMT and AZI groups presented lower values (P<0.05) of 
average path velocity (VAP) in relation to the control group. The straight-line velocity 
(VSL) was lower in the SMT and AZI groups (P<0.05) and the beat/cross frequency 
(BCF) was also lower in the CLI and AZI groups (P<0.05). The curvilinear velocity 
(LCV) values of the SDT, SMT and CLA groups were lower than the control group 
(P<0.05). In relation to total motility (TM) and progressive motility (PM), the SMT, ERI 
and AZI groups had lower values (P<0.05) when compared to the control group. 
Similary, the SMT and AZI groups showed more morphological defects. As for flow 
cytometry, the SDT, SMT and AZI groups presented significantly higher (P<0.05) 
percentages of spermatozoa with reacted acrosome than the control group. And the 
SDT, SMT and CLA groups presented significantly lower values (P<0.05) of high 
potencial mitochondrial (HPM) when compared to the control group. However, the 
CLI and CLA groups presented higher values of HPM. The antibiotics effective 
against N. caninum and that were not deleterious to spermatozoa and therefore can 
be added to the diluent media for cryopreservation of bull semen were clindamycin, 
clarithromycin and trimethoprim. 
 








O conhecimento das vias de transmissão e do ciclo de vida do Neospora 
caninum é importante para a implementação de medidas de controle da doença que 
incluem abate e substituição de animais soropositivos, técnicas de manejo, dentre 
outras (REICHEL; ELLIS, 2006; DUBEY et al., 2007). Em rebanhos bovinos 
infectados por N. caninum, os programas de controle são baseados na prevenção da 
transmissão vertical, pela eliminação de animais soropositivos, e diminuição da 
transmissão horizontal, principalmente, pelo controle do acesso da população dos 
hospedeiros definitivos considerados fontes de contaminação pois eliminam oocistos 
nas fezes (DUBEY et al., 2007) às áreas de pastagens dos bovinos. As medidas de 
manejo como remoção de tecidos potencialmente infectados do ambiente, tais como 
fetos abortados e placenta, que podem servir como fonte de infecção para os 
hospedeiros susceptíveis, são recomendadas (ANDERSON et al., 2000). 
 A saúde reprodutiva dos machos constitui fator decisivo para programas de 
inseminação artificial. Como o DNA de N. caninum foi detectado no sêmen fresco e 
congelado de touros (ORTEGA-MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al., 
2004; FERRE et al., 2005; SHARIFZADEH et al., 2012), estudos avaliaram a 
transmissão venérea do N. caninum em bovinos, classificando-a como via de 
transmissão horizontal (SERRANO et al., 2006; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007). 
Sabendo que a neosporose é uma importante causa de problemas reprodutivos, 
acarretando perdas econômicas significativas no setor agropecuário, são 
necessárias medidas de precaução para o uso do sêmen de touros infectados com 
N. caninum. E devido a inexistência de trabalhos envolvendo a profilaxia da 
transmissão venérea do N. caninum, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um 






4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Experimento 1: Teste in vitro dos princípios ativos e associações 
eficazes contra Neospora caninum  
 
4.2.1.1 Manutenção do cultivo celular e dos taquizoítas de Neospora caninum 
 
Taquizoítas da cepa NC-1 de Nespora caninum, mantidos no Laboratório de 
Patologia Clínica Veterinária da UFPR, foram inoculados em cultivo de células 
VERO (African Green Monkey kidney cells) em frascos Roux de 25 cm2 e mantidos 
em estufa a 37°C com 5% CO2. De duas a três vezes na semana, a monocamada do 
cultivo celular foi avaliada em microscópio invertido (Olympus – CK2) para 
verificação do efeito citopático, causado pela multiplicação dos taquizoítas, em 
aumento de 200x. Para a troca de meio do cultivo celular, utilizou-se meio de 
crescimento F-10 HAM (Sigma, Aldrich) com pH ajustado para 7,4 e suplementado 
com 10% de soro fetal bovino, 100 UI/mL de penicilina G potássica, 50 μg/mL de 
sulfato de estreptomicina, e 1,25 μg/mL de anfotericina B. Quando o tapete celular 
apresentava-se 50 a 80% destruído, os taquizoítas eram transferidos para um novo 
frasco de cultivo. 
 
4.2.1.2 Recuperação dos taquizoítas, preparo dos antimicrobianos e teste em cultivo 
celular 
 
Para a recuperação dos taquizoítas, o tapete celular dos frascos de cultivo celular 
foi raspado e o conteúdo transferido para tubos Falcon estéreis. E para a liberação 
dos taquizoítas intracelulares, foi feita passagem do conteúdo por uma agulha 21G, 
com o intuito de induzir a ruptura das células. A suspensão contendo taquizoítas, 
células e meio foi centrifugada a 3000 RPM por 5 minutos, e o sobrenadante 
removido. Os taquizoítas foram lavados duas vezes com solução fisiológica 0,9% 





O número de taquizoítas recuperados foi determinado por contagem em câmara 
de Neubauer® (Figura 2). O volume final da suspensão foi ajustado para 104 
taquizoítas em 100μl de solução fisiológica 0,9%. Após a contagem, cada frasco de 
cultivo, com a monocamada de células VERO estabelecida, foi inoculado com 104 
taquizoítas totalizando 8 frascos de cultivo celular. Desses, em 7 frascos foi 
adicionado seu respectivo antimicrobiano ao meio de manutenção F-10 HAM 
(Sigma, Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino, nos dias de troca.  
 
Figura 2 - Taquizoítas de Neospora caninum (setas) na câmara de Neubauer® (400x).  
FONTE: arquivo pessoal. 
 
Os antimicrobianos foram pesados em balança analítica (RADWAG – AS 
220/C/2) e devido à baixa solubilidade em água, foram dissolvidos em 300μl de 
Dimetil Sulfóxido (Dimesol®) para então serem diluídos em água destilada. Como o 
mínimo de pesagem da balança é 10mg, foi necessária a realização de diluição 
seriada para obter a concentração final desejada do antimicrobiano na solução. 
Previamente à adição ao meio, o antimicrobiano diluído foi filtrado em filtro de 





inoculação dos taquizoítas de N. caninum, os frascos foram avaliados diariamente 
por 7 dias em Microscópio invertido (Olympus – CK2) para verificação da presença 
de taquizoítas e do efeito citopático na monocamada de células  
Vero em aumento de 200x (Figura 3). 
 
Figura 3 - Efeito citopático na monocamada de células Vero e taquizoítas livres de Neospora caninum 
(setas) no grupo controle (200x). 
FONTE: arquivo pessoal. 
 
 
Os agentes antimicrobiano testados foram duas sulfonamidas (Sulfadiazina – 
Sigma, Audrich, e Sulfametoxazol – Sigma, Audrich); um inibidor da diidrofolato 
redutase/ timidilato sintetase (Trimetoprim - Trimethoprim®); três macrolídeos 
(Claritromicina – Sigma, Audrich, Eritromicina – Eritromicina Inpharma®, 
Azitromicina – Sigma, Audrich); uma lincosamida (Clindamicina – Sigma, Audrich). O 
Trimetoprim foi testado isoladamente e em associação com as Sulfonamidas 
totalizando 7 grupos com antimicrobianos. As concentrações utilizadas dos referidos 
princípios ativos foram estabelecidas por Lindsay et al. (1994) e Lindsay et al. (1996) 






Tabela 1 - Grupos experimentais de antimicrobianos testados em cultivo celular de Neospora 
caninum e seus respectivos princípios ativos e concentrações finais. 
Grupos de 
antimicrobianos  Princípios ativos Concentração final 
Controle - - 
SDT Sulfadiazina e Trimetoprim 10,0μg/mL + 1,0μg/mL 
SMT Sulfametoxazol e Trimetoprim 10,0μg/mL + 1,0μg/mL 
CLI Clindamicina 0,01μg/mL 
ERI Eritromicina 0,10μg/mL 
CLA Claritromicina 0,10μg/mL 
TRI Trimetoprim 10,0μg/mL 
AZI Azitromicina 1,0μg/mL 
SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI: 
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina. 
 
 
4.2.1 Experimento 2: Avaliação da viabilidade espermática após diluição em 
diluente contendo os antimicrobianos eficientes contra Neospora caninum 
 
4.2.1.1 Coleta do sêmen, descrição da técnica e avaliação espermática 
 
Foi utilizado um touro da raça Nelore (Bos taurus indicus) de 96 meses de idade 
pesando 900Kg, alojado em baia individual no Hospital Veterinário da Universidade 
Federal do Paraná, localizado em Curitiba, PR, Brasil. O touro foi mantido com dieta 
a base de silagem de milho e feno de azevém, com disponibilidade de água e sal 
mineral ad libitum. O animal foi previamente avaliado quanto à normalidade dos 
parâmetros andrológicos (CBRA, 1998). 
O ejaculado foi coletado pelo método de estimulação manual do pênis. Para a 
realização desta técnica, o reprodutor foi submetido ao processo de 
condicionamento, que consistiu na realização de massagem perineal e estimulação 
manual do pênis duas vezes por semana com intervalos regulares, durante três 
meses consecutivos. Esses procedimentos ocorriam sempre no mesmo horário, 
mesmo ambiente e foram realizados pela mesma pessoa. Ao término de cada 





 Previamente às coletas, o prepúcio foi higienizado com ducha de água morna 
(36°C) mediante introdução de um tubo flexível no óstio prepucial e então, seco com 
papel toalha. A coleta pelo método de estimulação manual não foi feita na presença 
de vaca em estro e não necessitou de contenção do animal. A técnica consistiu em 
massagem da região perineal, com movimentos de cima para baixo, até que o 
animal apresentou ereção com exposição da extremidade livre do pênis no óstio 
prepucial. Após a ereção, foi exercida pressão com os dedos na glande até que o 
animal respondeu com movimentos de fricção. No momento da propulsão, o corpo 
do pênis foi segurado e pressionado com a mão enluvada, para mimetizar a vagina 
da vaca, e o copo coletor foi posicionado na extremidade livre do pênis para coleta 
do ejaculado (Figura 4). Após a coleta, a amostra foi acondicionada em banho maria 
a 36°C e avaliada quanto às características macroscópicas e microscópicas do 
sêmen, de acordo com CBRA (1998). 
 
Figura 4 - Técnica de coleta de sêmen por estimulação manual do pênis no touro (A: massagem na 
região perineal; B: pressão digital da glande; C: coleta do ejaculado no momento da propulsão). 
 
FONTE: Arquivo pessoal. 
 
4.2.1.2 Preparo do diluente de sêmen com os princípios ativos selecionados a partir 
do teste em cultivo celular 
 
Com os resultados obtidos a partir do teste dos princípios ativos e 
associações em cultivo celular realizado em triplicata (experimento 1), os 
antimicrobianos que se mostraram eficientes no controle dos taquizoítas in vitro 
foram utilizados no preparo do diluente para o sêmen. Foi utilizado meio diluidor 






1,75g de ácido cítrico; 3,028g de Tris-Hidroximetilaminometano; 1,25g de frutose; 
2% de gema de ovo e q.s.p de água destilada contendo os antimicrobianos testados 
para atingir o volume final. À fração B também foi adicionado 7% de glicerol como 
crioprotetor (Paufler e Mitautoren, 1974).  
Cada grupo recebeu um antimicrobiano que foi pesado em balança analítica 
(RADWAG – AS 220/C/2) e devido à baixa solubilidade em água, foi dissolvido em 
300μl de Dimetil Sulfóxido (Dimesol®) para então ser diluído em água destilada. 
Como o mínimo de pesagem da balança era 10mg, foi necessária a realização de 
diluição seriada para obter a concentração final testada do antimicrobiano no 
experimento anterior para o preparo do diluente. Os grupos foram dispostos de 
acordo com a tabela 2.  
 
Tabela 2 - Grupos experimentais de antimicrobianos com seus respectivos princípios ativos utilizados 
no preparo do diluente para criopreservação de sêmen de touro. 
Grupos de 
antimicrobianos Princípios ativos Concentração final 
Controle - - 
SDT Sulfadiazina e Trimetoprim 10,0μg/mL + 1,0μg/mL 
SMT Sulfametoxazol e Trimetoprim 10,0μg/mL + 1,0μg/mL 
CLI Clindamicina 0,01μg/mL 
ERI Eritromicina 0,10μg/mL 
CLA Claritromicina 0,10μg/mL 
TRI Trimetoprim 10,0μg/mL 
AZI Azitromicina 1,0μg/mL 
SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI: 
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina. 
 
4.2.1.3 Processamento e congelação do sêmen 
 
Após a coleta e avaliação do sêmen, a amostra foi fracionada em oito grupos 
experimentais (mesma partida), sendo que à cada grupo foi adicionado o diluente 
Tris-gema-glicerol (fração A e fração B) contendo o antimicrobiano referente ao 
grupo. Ao grupo controle não foi adicionado antimicrobiano. Após a diluição do 





0,25mL com concentração de 30x106 espermatozoides viáveis cada, devidamente 
identificadas e lacradas com álcool polivinílico. 
Após o envase e fechamento, as palhetas foram submetidas ao período de 
estabilização em container de transporte (Botutainer®) a 5°C por quatro horas. Após 
esse período, as palhetas foram dispostas horizontalmente sobre um suporte de 
alumínio a uma distância de 5 cm do vapor de nitrogênio líquido em uma caixa de 
isopor (51 x 45 x 45 cm) por 15 minutos. Em seguida, as palhetas foram imersas em 
nitrogênio líquido e após o término do processo de congelação foram 
acondicionadas em raques e colocadas em canisteres no botijão criogênico, para 
posterior avaliação espermática. 
 
4.2.1.4 Avaliação espermática após descongelação 
 
Cada grupo experimental foi avaliado em triplicata, sendo que as palhetas 
foram submetidas a análise após descongelação em banho maria a 37°C por 30 
segundos (CBRA, 1998). As avaliações pós-descongelação foram: morfologia 
espermática em formol salina, cinética espermática pela análise computadorizada e 
ocorrência de reação acrossomal e função mitocondrial das células espermáticas 
pela citometria de fluxo. 
 
4.2.1.5 Morfologia espermática em formol salina 
 
Para avaliação das características morfológicas dos espermatozoides uma 
alíquota de 20μL de sêmen foi diluída em 2mL de solução tamponada de formol 
salina, e então foi estocada à temperatura de 4 a 5°C para posterior leitura. A 
morfologia espermática foi avaliada em microscopia de contraste de fase em 
aumento de 1000x sob imersão através de preparações úmidas, classificando 200 
células por preparação (BLOM, 1973). Os defeitos foram agrupados e classificados 






4.2.1.5.1 Análise computadorizada da cinética espermática 
 
Para a análise computadorizada da cinética espermática utilizou-se o CASA 
(“Computer Assisted Sperm Analysis”, “Hamilton Thorne Motility Analyser” - HTMA – 
IVOS 12). Após a descongelação de cada palheta, uma gota de 20μL de sêmen de 
cada um dos grupos experimentais foi colocada na câmara de Makler aquecida a 
38°C para as análises das variáveis espermáticas. As análises foram realizadas em 
setup, ajustado para as características seminais de bovinos e foram avaliados 
aleatoriamente três campos de cada amostra. As variáveis espermáticas avaliadas 
foram: motilidade espermática total (MT, %), motilidade espermática progressiva 
(MP, %), velocidade de trajeto (VAP, μm/s), velocidade progressiva (VSL, μm/s), 
velocidade curvilinear (VCL, μm/s), deslocamento lateral de cabeça (ALH, μm), 
frequência de batimento da cauda (BCF, Hz), retilinearidade (STR, %) e linearidade 
(LIN, %). 
 
4.2.1.5.2Itometria de fluxo 
 
 A avalição espermática por citometria de fluxo foi realizada em equipamento 
BD LSR Fortessa (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) equipado com lasers 
de excitação: azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissão 530/30nm e 695/40nm; 
vermelho 640-nm, 40 mW com filtro 660/20nm; e o violeta 405-nm, 100 mW, com o 
filtro 450/50nm. Para a avaliação da integridade das membranas plasmática e 
acrossomal e função mitocondrial das células espermáticas pela citometria de fluxo, 
utilizou-se a associação das seguintes sondas: Hoechst 33342 (H342, Sigma – 
Aldrich); Iodeto de Propídio (IP, Sigma – Aldrich); Aglutinina de Pisum sativum 
conjugada ao Isotiocionato de Fluoresceína (FITC-PSA, Sigma – Aldrich) e 
MitoStatus Red (BD Pharmigen) (FREITAS-DELL’AQUA et al., 2012; CAMARGO et 
al., 2016). 
 Para cada 200μL de sêmen de cada grupo foram adicionados 1,5μM de IP; 
7,0μM de H342; 1,0ng de FITC-PSA e 20nM de Mitostatus Red. Essas amostras 
foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos em banho maria a 37°C e então 





espermáticas foram analisadas em cada grupo e os dados foram avaliados pelo 
software BD FACSDiva™ software v 6.1.  
Após a leitura, os espermatozoides foram avaliados e classificados conforme a 
integridade das membranas plasmática e acrossomal em: membranas plasmática e 
acrossomal íntegras (MPAI); membrana plasmática íntegra e membrana acrossomal 
lesada (MPIAL); membrana plasmática lesada e membrana acrossomal íntegra 
(MPLAI) e; membranas plasmática e acrossomal lesadas (MPAL). Para a avaliação 
da porcentagem de espermatozoides com reação acrossomal foram somados os 
MPIAL e MPAL e para a avaliação da porcentagem de espermatozoides com 
membrana plasmática lesada foram somados MPLAI e MPAL de acordo com 
Celeghini et al. (2008). Para análise do potencial mitocondrial (HPM) foram utilizados 
os valores de mediana de intensidade de fluorescência dentro do grupo MPAI, 
segundo Camargo et al., (2016). 
 
4.2.2 Análise estatística 
 
 Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste de 
normalidade Shapiro-Wilk. As variáveis apresentaram distribuição anormal sendo 
então utilizado o teste de variância RM ANOVA on Rankes, seguido pelo método 
Dunnett’s para comparação dos grupos experimentais com o grupo controle. O 
programa estatístico utilizado foi o Sigma Plot TM 12.0 (software Systat, San Jose, 
CA), com nível de significância de 5%. 
 
4.2.3 Comitê de ética de uso animal 
 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética de Uso Animal (CEUA) da 
Universidade Federal do Paraná, UFPR, Curitiba-PR, em 03 de novembro de 2016, 








4.3.1 Experimento 1: Teste in vitro dos princípios ativos e associações 
eficazes contra Neospora caninum 
 
Todos os antimicrobianos testados (claritromicina, eritromicina, azitromicina, 
clindamicina e o trimetoprim isolado e em associação com a sulfadiazina e o 
sulfametoxazol) apresentaram eficácia em relação ao controle dos taquizoítas 
inoculados nos frascos de cultivo celular. Grupos de taquizoítas intracelulares, 
ruptura do tapete celular e taquizoítas livres foram observados somente no grupo 
controle no decorrer de uma semana da inoculação, enquanto nos frascos contendo 
o meio de manutenção com os diferentes antimicrobianos testados (CLA, ERI, AZI, 







Figura 5 - A: Tapete celular íntegro e ausência de taquizoítas livres de Neospora caninum no grupo 
experimental AZI. B: Efeito citopático, presença de taquizoítas livres e taquizoítas intracelulares no 
grupo controle com 5 dias de cultivo celular (200x). 
 
 






4.3.2 Experimento 2: Avaliação da viabilidade espermática após diluição em 
diluente contendo os antimicrobianos 
 
A média ± desvio padrão da motilidade total, motilidade progressiva, defeitos 
de acrossoma e de cauda, reação acrossomal, HPM e MP lesada dos 
espermatozoides estão descritas na tabela 3. Em relação a MT e MP, os grupos 
SMT, ERI e AZI apresentaram menores valores (p<0,05) quando comparados com o 
grupo controle. Da mesma forma, os grupos SMT e AZI apresentaram mais defeitos 
de acrossoma e de cauda. Em relação a citometria de fluxo, os grupos SDT, SMT e 
AZI apresentaram porcentagens significativamente maiores (p<0,05) de 
espermatozoides com reação acrossomal e com membrana plasmática lesada em 
relação ao grupo controle. E os grupos SDT, SMT e CLA apresentaram valores 
significativamente menores (p<0,05) de HPM quando comparados ao controle.  
 
 
Tabela 3 - Média ± desvio padrão da MT (motilidade total) (%), MP (motilidade progressiva) (%), 
Defeitos de acrossoma (%), Defeitos de cauda (%), Espermatozoides com reação acrossomal (%), 
Espermatozoides com MP lesada (%) e HPM (alto potencial mitocondrial) (%) das amostras 























Controle 65,7±2,08 46,7±1,53 3,33±0,58 6±1 29,8±0,1 53,2±0,75 32,7±0,58 
SDT 63±1 39,3±0,58 2,67±0,57 8±2 39,4±0,55* 68,4±2,05* 23,6±0,58* 
SMT 28,3±1,53* 17,6±2,08* 11,7±3,51* 19±1* 66,1±1,15* 93,4±0,93* 3,2±0,3* 
CLI 61,7±1,53 39,7±1,15 6,3±0,58 4±2 33,2±0,05 58,8±0,21 33,9±0,4 
ERI 51±1* 31,3±1,53* 4±0 5,3±1,53 36,3±0,15 60,2±0,55 32,8±1,15 
CLA 61±2 37±1 1,3±1,15 4,3±0,58 37,5±0,55 64,8±0,15 24,7±0,8* 
TRI 62,3±2,08 39±0 3,7±1,15 7±1,73 36,8±-0,7 67,8±1,8 37,1±0,26 
AZI 29,7±0,58* 16,3±1,15* 8,3±1,15* 22,3±7,01* 47,6±1,45* 77,7±1,4* 30,6±11,52 
SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI: 
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina; MP: Membrana plasmática. 
*Valores apresentaram diferença significativa em relação ao controle (p<0,05). 
 
 
Os grupos com adição de antimicrobianos não diferiram em relação ao grupo 
controle quanto aos parâmetros ALH, STR e LIN. Os grupos SDT, SMT e AZI 
apresentaram menores valores (p<0,05) de VAP em relação ao grupo controle. VSL 





e AZI (p<0,05). Os valores de VCL dos grupos SDT, SMT e CLA apresentaram-se 
menores que o grupo controle (p<0,05) (tabela 4). 
 
Tabela 4 - Média ± desvio padrão da VAP (velocidade de trajeto) (μm/s), VSL (velocidade 
progressiva) (m/s), VCL (velocidade curvilinear) (μm/s), ALH (amplitude de deslocamento lateral de 
cauda) (μm), BCF (frequencia de batimento de cauda) (hz), STR (retinearidade) (%) e LIN 

















Controle 49,4±0,95 44,6±0,42 67,6±0,35 3,4±0,31 16,8±0,23 19±1 19±2 
SDT 36,7±0,9* 35,3±1,05 52,7±1,05* 3,0±0,95 16,4±0,1 17±0,58 18±0,58 
SMT 35,4±1,75* 30,6±0,55* 52,4±0,45* 3,0±0,45 16,4±0,25 17±0,58 18±2 
CLI 41,3±0,3 33,6±1,4 62,2±0,32 2,9±0,06 15,3±0,06* 17±0,58 17±0 
ERI 47,5±0,5 42,6±0,4 64,6±0,85 3,4±0,45 16,3±0,3 17±0,58 18±0,58 
CLA 39,4±0,56 36,2±0,6 55,3±0,3* 3,2±0,2 15,6±0,21 18±0 18±1,53 
TRI 47,1±0,8 44,6±0,26 61,3±0,6 3,4±0,06 16,8±0,1 18±0,58 19±1 
AZI 37,9±0,85* 32,6±0,5* 57,7±1 3,2±0,12 14,5±0,5* 17±0 19±1 
SDT: Sulfadiazina com trimetoprim; SMT: Sulfametoxazol com trimetoprim; CLI: Clindamicina; ERI: 
Eritromicina; CLA: Claritromicina; TRI: Trimetorpim e AZI: Azitromicina. 




No teste in vitro, os antimicrobianos claritromicina, clindamicina, azitromicina e 
eritromicina mostraram-se eficientes no controle da multiplicação dos taquizoítas de 
N. caninum. Esses princípios ativos foram testados por Lindsay et al. (1994) que da 
mesma forma observaram eficácia contra N. caninum. Posteriormente, Lindsay et al. 
(1996) testaram o sinergismo entre sulfonamidas e DHFR/TS (inibidor da diidrofolato 
redutase/ timidilato sintetase). No presente trabalho, foram avaliadas as associações 
entre duas sulfonamidas (sulfadiazina e sulfametoxazole) e o trimetoprim, e os 
resultados obtidos corroboram a eficiência das concentrações testadas 
anteriormente. 
Um ponto imprescindível é que os princípios ativos utilizados nos diluidores de 
sêmen não devem apresentar toxicidade para as células espermáticas. O efeito 
adverso tem sido associado a alguns antibióticos (Back et al., 1975), pois estes 
podem afetar a funcionalidade e a integridade da membrana plasmática dos 
espermatozoides. Até o presente momento não existem trabalhos testando a 
interação de clindamicina, claritromicina, azitromicina, trimetoprim isolado e em 





No presente estudo, o grupo ERI apresentou valores de MT e MP inferiores ao 
grupo controle, porém os espermatozoides não apresentaram mais defeitos de 
acrossoma e de cauda. De acordo com Stallcup e McCartney (1953) e Back et al. 
(1975), a eritromicina se mostrou deletéria para os espermatozoides de mamíferos 
quando adicionada aos diluentes de sêmen. Os grupos SMT e AZI apresentaram 
menores valores de motilidade e maior porcentagem de defeitos de acrossoma e de 
cauda. A correlação negativa existente entre motilidade e defeitos espermáticos 
descrita por Saacke et al., 2000, justifica esses resultados. Desta forma, esses 
antibióticos não são recomendados para uso nos diluidores de sêmen pois segundo 
Maia et al., (2009), a MT e MP têm correlação positiva com a viabilidade espermática 
e valores inferiores podem prejudicar a fertilidade do sêmen. Esses parâmetros 
estão intimamente relacionados à capacidade de a célula espermática atingir o sítio 
de fecundação (DORADO et al., 2011), assim, baixos valores de motilidade resultam 
em baixas taxas de prenhez. Muitos antibióticos adicionados aos extensores 
seminais não afetam a motilidade espermática (Varner, 1991), fato observado com 
os demais princípios ativos testados. Com base nos achados deste estudo, os 
antimicrobianos SMT, ERI e AZI devem ser evitados na formulação do meio diluidor 
de sêmen por afetarem negativamente a motilidade espermática. 
A avaliação da ocorrência de reação acrossomal e integridade da membrana 
plasmática dos espermatozoides é feita pela associação de sondas fluorescentes 
(JOHANNISSON et al., 2009; DORADO et al., 2013; DEL OLMO et al., 2013). A 
reação acrossomal, caracterizada pela liberação das enzimas presentes no 
acrossoma, é um evento importante que permite a penetração do espermatozoide 
na zona pelúcida e fusão com a membrana plasmática do oócito no momento da 
fertilização (VERSTEGEN et al., 2002). E a membrana plasmática exerce papel 
fundamental para a sobrevivência do espermatozoide (PARKS; GRAHAM, 1992), 
pois é responsável pela manutenção da osmolaridade da célula espermática. Desta 
forma, é ideal que a membrana plasmática esteja íntegra e o acrossoma, 
preservado, bem como suas enzimas (BRAUNDMEIER; MILLER, 2001; KASTELIC; 
THUNDATHIL, 2008). Os grupos SDT, SMT e AZI apresentaram maiores 
porcentagens de espermatozoides com reação acrossomal e com membrana 
plasmática lesada, provavelmente, como consequência da alteração da 





meio diluidor. Nesse caso, possivelmente ocorreria falha na fertilização caso se 
utilizasse sêmen em meio diluidor contendo esses antimicrobianos.  
No presente estudo, observou-se que os grupos SMT e AZI apresentaram 
redução na motilidade espermática acompanhada de maiores porcentagens de 
espermatozoides com reação acrossomal, corroborando os resultados obtidos por 
Silva et al. (2006), os quais observaram uma correlação negativa entre reação 
acrossomal e motilidade espermática progressiva pós-descongelamento de sêmen 
caprino. 
Em relação à função mitocondrial das células espermáticas, os grupos 
experimentais SDT, SMT e CLA apresentaram menores valores de HPM, 
significando que as mitocôndrias dos espermatozoides desses grupos possuem 
menor capacidade de produção de ATP destinada à movimentação da cauda. De 
acordo com Troiano et al. (1998), existe uma correlação significativa entre potencial 
mitocondrial e motilidade. Embora no presente trabalho não tenha sido realizado 
comparação entre parâmetros, somente o grupo SMT apresentou menores valores 
de HPM, MT e MP, simultaneamente.  
Os grupos SDT, SMT, AZI e CLA apresentaram redução nas velocidades (VAP, 
VSL e VCL) quando comparados ao grupo controle. Isso pode decorrer do baixo 
potencial mitocondrial apresentado pelos mesmos grupos, exceto o grupo AZI. 
Amirat et al. (2004) e Celeguini et al. (2008), em seus estudos com diferentes meios 
diluidores para criopreservação de sêmen, observaram diferenças nas velocidades 
dos espermatozoides possivelmente pelas diferenças na densidade dos diluidores 
ou pela presença de partículas maiores que influenciam a velocidade dos 
espermatozoides o que pode justificar os dados encontrados no presente trabalho. 
Em relação ao parâmetro BCF, os grupos CLI e AZI também apresentaram menores 
valores enquanto os demais grupos mostraram-se semelhantes ao controle. 
Segundo Hoflack et al. (2007), valores elevados para BCF e STR resultam em 
movimentos espermáticos progressivos mais rápidos devido a maior força 
propulsora. No entanto, somente o grupo AZI apresentou simultaneamente valores 
menores de BCF e VSL, enquanto o grupo CLI apresentou valor menor de BCF mas 
com VSL semelhante a do grupo controle. Visto isso, supõem-se que a clindamicina 
e a azitromicina podem ser compostos que inibem a frequência de batimentos de 





penetrar na zona pelúcida do oócito (VERSTEGEN et al., 2002). No presente 
trabalho, todos os grupos mostraram-se semelhantes estatisticamente com o grupo 
controle, sendo então, não possível julgar os grupos em relação a esse parâmetro 
espermático que tem efeito sobre a fertilização.  
Desta forma nas condições deste estudo, os antibióticos que apresentaram 
melhores resultados foram a clindamicina e o trimetoprim isolado e, portanto, podem 
ser adicionados ao meio diluidor de sêmen bovino. Esses princípios ativos não 
diferiram estatisticamente quando comparados ao grupo controle em relação aos 
parâmetros de viabilidade espermática. No entanto a claritromicina ainda se mostrou 
aplicável pois mesmo diminuindo a capacidade das mitocôndrias na produção de 
ATP, o grupo que recebeu esse antimicrobiano apresentou similaridade em relação 
à motilidade e aos defeitos de acrossoma com o grupo controle, parâmetros esses 
importantes na fertilidade do macho. 
Em decorrência da preocupação com a resistência antimicrobiana dos 
microrganismos, recomenda-se que os reprodutores bovinos sejam testados antes 
de serem utilizados nos programas de inseminação artificial. Desta forma, aqueles 
princípios ativos testados, que foram eficientes no controle do N. caninum nesse 
experimento, devem ser usados somente nos diluentes de sêmen de reprodutores 
soropositivos para o protozoário em questão. Enquanto para os demais touros 
soronegativos para N. caninum, pode-se utilizar os antibióticos convencionais. 
 
4.5  CONCLUSÕES 
 
Conclui-se que os antibióticos efetivos contra o Neospora caninum e que não 
foram deletérios aos espermatozoides foram a clindamicina, claritromicina e 
trimetoprim isolado.  Portanto, esses princípios ativos podem ser adicionados aos 
meios diluidores para criopreservação de sêmen de touros soropositivos. Os demais 
antimicrobinanos testados (trimetoprim associado a sulfadiazina e ao 
sulfametoxazole, eritromicina e azitromicina) não são recomendados pois afetaram 
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